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RESUMEN

Las biotoxinas son consideradas un problema de salud publica en todo el mundo, debido
a los graves efectos que pueden causar al hombre. Son sustancias toxicas producidas
principalmente por algunas especies de diatomeas y dinoflagelados, que se acumulan en
los tejidos de organismos como peces o moluscos filtradores. Cuando esos productos
contaminados son ingeridos por el hombre, provocan una serie de complicaciones con
sintomatologia muy variada que engloban trastornos digestivos, neuroldgicos y
cardiovasculares. Ademads, la presencia de estas biotoxinas ocasiona graves perjuicios
econdmicos en todas las actividades relacionadas con los productos de la pesca, desde los
productores primarios hasta los procesadores industriales. Por tanto, el control de los

productos marinos de consumo humano resulta de gran importancia.

En el periodo comprendido entre los afios 2004 y 2018 se registraron un total de 21 brotes
de ciguatera en la Macaronesia; 18 en Canarias y 3 en Madeira. En total suponen un total
de 154 personas afectadas, con predominancia de los medregales como los principales
peces responsables de causar la intoxicacion. En Azores y Cabo Verde no se dispone de
una base de datos de este tipo de eventos, por lo que esta revision bibliografica demuestra
la necesidad de investigar y mejorar las técnicas de identificacion y cuantificacion de las
biotoxinas en productos de origen marino, asi como de monitorizar su presencia y

toxicidad en la Macaronesia.

Este Trabajo Fin de Master presenta una revision bibliografica acerca de las biotoxinas
marinas mas importantes en productos de consumo, asi como de los métodos mas
utilizados para su determinacion en productos de consumo. Ademads, se han recopilado
los eventos de intoxicaciones que han sido documentados en la Macaronesia. Segun la
literatura consultada, los métodos mas fiables para deteccion de biotoxinas en dicha
region son los test desarrollados para toxinas especificas (ciguatoxinas) y la

cromatografia liquida con espectrometria de masas.

Palabras clave: Biotoxinas; Métodos de determinacion; Eventos de intoxicacion,

Macaronesia



ABSTRACT

Biotoxins are considered a public health problem worldwide due to the serious effects
that could cause human damage. They are toxic substances produced mainly by diatoms
and dinoflagellates, which are accumulate in the tissues of fish and filter-feeding
molluscs. When these polluted products are ingested by the humans, they cause several
complications with very varied symptoms that include digestive, neurological and
cardiovascular disorders. Moreover, the occurrence of these biotoxins causes serious
economic losses in all activities related to fishery products, from the primary producers
to the industrial processors. Therefore, the control of marine products for human

consumption is of great importance.

In the period between 2004 and 2018 a total of 21 events of ciguatera in Macaronesia
have been registered; 18 in Canary Islands and 3 in Madeira. In total, they affected to 154
persons, with predominance of “medregal” as the main fish responsible for causing
intoxication. In Azores and Cape Verde there is no data base for this type of events, so
this bibliographic review addresses the need to investigate and improve the techniques of
identification and the quantification of biotoxins in products of marine origin, as well as

to monitor its presence and toxicity in Macaronesia.

This Final Master Degree Work presents a bibliographic review about the most important
marine biotoxins has been carried out, as well as the most used methods for their
determination in consumer products. In addition, the intoxication events documented in
Macaronesia have been compiled. According to the literature consulted, the most reliable
methods for detecting biotoxins in this region are tests developed for specific toxins

(ciguatoxins) and liquid chromatography with mass spectrometry.

Keywords: Biotoxins; Determination methods; poisoning events; Macaronesia



1- INTRODUCCION

La aparicion de biotoxinas marinas en zonas geograficas donde no se habia informado de
ellas con anterioridad es una preocupaciéon de considerable impacto en la contaminacion
de los productos del mar y, por consiguiente, en la salud (FAO, 2005). Aunque el cambio
climatico y el aumento de la disponibilidad de nutrientes se han considerado como
algunos de los factores clave de la presencia de estas toxinas en nuevas areas, por lo que
ha aumentado el interés cientifico por este tipo de contaminacidon natural, bien en el
estudio de eventos de mayor intensidad bioldgica de las invasiones y/o la disponibilidad
de métodos analiticos mas sensibles y sencillos que permitan su determinacion (Gerssen

& Gago-Martinez, 2019).

El término “biotoxinas” hace referencia a sustancias naturales producidas por algas
microscopicas, que se encuentran distribuidas en todas las aguas del planeta y que pueden
crecer a un ritmo muy acelerado, en ocasiones acompanados de coloraciones del agua
denominadas, cominmente, mareas rojas (Botana, et al., 2018). Este fendmeno llamado
floracion de algas nocivas (HAB, harmful algal bloom) es un problema mundial y ha ido

aumentando drasticamente en las tltimas décadas (FAO, 2005).

La produccién de estas biotoxinas puede tener como funcion luchar por espacios o
combatir la predacion (FAO, 2005) e incluyen una amplia gama de sustancias con

diversos mecanismos de accidn, estructura molecular y actividad biologica.

Asi, entre los factores que favorecen su aparicion, estan la utilizacion de las aguas costeras
en acuicultura, la reproduccion acelerada de las especies de fitoplancton, la transferencia
de mariscos de una zona a otra, la mayor movilidad de las sustancias himicas y metales
traza desde el suelo por deforestacion y/o precipitaciones acidas (lluvia é4cida) y las

condiciones climaticas poco comunes (FAQO, 2005).

Con el paso del tiempo, estas sustancias se acumulan en los organismos que se han
alimentado de las algas que las producen, teniendo efectos negativos tanto bioldgicos
como ecoldgicos para el ambiente marino (Farabegoli et al., 2018), pudiendo acumularse
en peces y moluscos que se alimentan por filtracion y originando intoxicaciones agudas
a consecuencia del consumo de esos organismos (Roman, R & Acebey, 2014). La
ingestion de organismos marinos intoxicados puede generar problemas de salud graves a

los humanos (Rodriguez et al., 2018).



La exposicion por parte de los humanos se produce, mayoritariamente, a través del
consumo de moluscos bivalvos, que son grandes filtradores, concentrando mucha
cantidad de toxinas por su forma de alimentacion (Alfonso Méndez, 2008). En este grupo
destacan los mejillones (Mytilus chilensis), vieiras (Pecten maximus), almejas (p.e.
Protothaca taca), berberechos (Cardium edule) (berberechos) y ostras (Ostrea edulis),
que son conocidos como principales vectores de transmision. Ademas, algunas especies
de gasterépodos como Phorcus lineatus, carnivoros y excavadores también pueden ser
transmisores de toxinas (Suarez-Gémez, 2003), como se muestra en la Figura 1. Otra
forma de intoxicarse con estas sustancias es mediante el contacto con la piel o por su

inhalacion en forma de acrosol (Morabito et al., 2018).

Gasteropodos carnivoros y excavadores

P = Consumo
]
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Alexandrium spp y b\ )0

Gymnodinium catenatum Intoxicacion ylo

muerte de seres
humanos

Moluscos bivalvos filtroalimentadores
Almejas, escalopas, etc

Figura 1. Esquema del proceso de intoxicacion por biotoxinas

(Fuente: Mozo, 2017)

En el océano existen dos clases de algas unicelulares productoras de biotoxinas: los
dinoflagelados, que son los mayores productores de toxinas y con capacidad de
acumulacion en la cadena alimenticias, y las diatomeas (Botana et al., 2018). De las 2000
especies de dinoflagelados conocidas, cerca de 300 son responsables de esta alta
proliferacion, que generan la coloracion del agua y que, dependiendo de la especie,
pueden originar mareas no solo rojas sino también incoloras, pardas, verdes o azules

(Suarez-Gomez, 2003).

Algunas especies de dinoflagelados y diatomeas responsables de la coloracion del agua 'y

de la muerte de peces y otros organismos marinos son Noctiluca scintillans y Skeletonema
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costatum, y algunos pertenecientes a los géneros Alexandrium, Gymnodinium, Dinophysis
y Pseudo-nitzschia (Visciano et al., 2016). La especie Alexandrium catenella tiene la
capacidad de producir altas concentraciones de saxitoxinas, que bloquean los impulsos
nerviosos, causan paralisis en los intoxicados y pueden ser letales, mientras que la especie
Dinophysis acuta produce toxinas que, a bajas concentraciones, modifican la
permeabilidad del tracto digestivo llevando a problemas gastrointestinales resultando en

diarreas (Suédrez & Guzman, 2005).

Con el aumento de la floracion de algas nocivas y como consecuencias de fendémenos de
intoxicaciones en humanos, es de gran importancia tomar medidas, realizando monitoreos
para verificar la ausencia de toxinas en productos de consumo e informando sobre riesgos
de exposicion humana a través de estudios epidemiologicos, asi como creando estrategias
para evitar su ocurrencia, es decir, apoyar el intercambio de informaciones cientificas en
un tema tan importante para la seguridad alimentaria a nivel mundial y que presenta una
amenaza para la salud humana. También hay que destacar que la presencia de biotoxinas
marinas causa enormes pérdidas econémicas al sector, siendo ademas las microalgas una

fuente de productos de interés terapéutico y farmacologico (Solifio, 2015).

Las metodologias actuales deben ser capaces de determinar si los productos marinos
cumplen con la legislacion y son adecuados para el consumo humano. Teniendo en cuenta
todo lo anterior, este trabajo tiene como objetivo describir las principales biotoxinas
marinas y los procedimientos analiticos utilizados para su identificacion. Posteriormente,
se revisaran los eventos registrados en la Macaronesia (Figura 2) porque en la ultima
década se han venido sucediendo con frecuencia fendmenos de intoxicacion alimentaria
causadas por biotoxinas marinas en esta zona, con mas incidencia en las Islas Canarias y
Madeira (Boente-Juncal et al., 2019). Los estudios para determinar estas toxinas en la

cadena trofica podrian ser de gran relevancia.
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Figura 2. Mapa de la zona de estudio (Realizada con: Ocean Data View)

2- TIPOS DE BIOTOXINAS Y SUS EFECTOS

Desde el punto de vista quimico, las toxinas marinas presentan como caracteristicas
peculiares la complejidad de sus estructuras, conteniendo varios enlaces poliéster y de
sintesis quimica dificil, y la gran variedad de mecanismos de accién presentando

intoxicaciones a bajas concentraciones, pg/ml (Botana et al., 2018).

En funcién del tipo de toxina, se dan diferentes tipos de intoxicacién en humanos
intoxicacion diarreica por consumo de molusco (DSP, diarrhetic shellfish poisoning),
intoxicacion amnésica por consumo de molusco (ASP, amnesic shellfish poisoning),
intoxicacion neurotoxica por consumo de molusco (NSP, neurotoxic shellfish poisoning)
e intoxicacion ciguatérica por consumo de pescado (CFP, ciguatera fish poisoning) (FAO,
2005). Muchas de esas toxinas difieren en sus estructuras, solubilidad y en su modo de
accion. De estas, DSP, ASP y NSP son causadas principalmente por el consumo de
mariscos contaminados, mientras que CFP es causada por el consumo de peces que han

acumulado la toxina ciguatera durante la cadena alimentaria (FAO, 2005).

Con el aumento de nuevas toxinas también existe la necesidad de clasificarlas segun sus
estructuras quimicas, clasificdndose en los siguientes grupos: grupo del dcido domoico
(DA), del 4cido okadaico (AO) -incluyendo las dinofisistoxinas (DTXs)-, azaspiracidos
(AZAs), brevetoxinas (BTXs), ciguatoxinas (CTXs), iminas ciclicas (CIs), maitotoxinas
(MTXs), palitoxinas (P1TXs), pectenotoxinas (PTXs), saxitoxinas (STXs) y yesotoxinas
(YTXs) (Botana et al., 2018; Morabito et al., 2018). A su vez, las diferentes toxinas estan

asociadas a un tipo de alga distinta, como se puede observar en la Tabla 1.
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Tabla 1. Grupos de toxinas y sus respectivas algas asociadas (Fuente: FAO, 2011)

Grupo de toxinas Abreviatura Asociado a algas
Azaspiracido AZA Azadinium spinosum
Brevetoxina-b BTX Karenia brevis

Acido doméico DA Pseudo-nitzschia spp.
Gymnodimina GYM Karenia selliformis
Acido okadaico AO Dinophysis spp.
Prorocentrum spp.
Palitoxina PLTX Ostreopsis spp.
Pectenotoxinas-s PTX Dinophysis spp.
Prorocentrolide PCL Prorocentrum spp.
Saxitoxina STX Alexandrium spp., G.
catenatum, P. bahamense
13-DM espirolido C SPX Alexandrium ostenfeldii
Yesotoxina YTX P. reticulatum, L.

polyedrum, G. spinifera

En lo que se refiere al grado de solubilidad en soluciones organicas, las toxinas se agrupan

en anfifilicas, lipofilicas e hidrofilicas (Hess, 2010). A continuacién, se describen las

biotoxinas lipofilicas e hidrofilicas més importantes.

Toxinas Lipofilicas

Entre las toxinas lipofilicas estan el grupo del acido okadaico (AO), el grupo de

pectenotoxinas (PTX), el grupo de azaspiracidos (AZAs) y las ciguatoxinas (CTXs).

Antiguamente, todos los grupos se encontraban dentro del grupo de AO, pero con el pasar

del tiempo se descubri6é que estos grupos estan formados por distintas toxinas desde el

punto de vista quimico y toxicoldgico y fueron clasificadas por separado (Garcia

Mansilla, 2016).
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Grupo de acido okadaico (OA)

Este grupo esta constituido por las toxinas procedentes del AO y sus analogos, las
dinofisistoxina-1 (DTX-1) y dinofisistoxina-2 (DTX-2), que son producidas por
dinoflagelados pertenecientes a especies del género Dinophysis spp. y Prorocentrum spp.,
tales como Dinophysis acuminata, Dinophyisis acuta, Dinophysis caudata, Dinophysis
fortii, Dinophysis miles, Dinophysis ovum, Dinophysis sacculus, Dinophysis rotundata,

Dinophysis tripos y Prorocemtrum lima (Manfrin et al., 2010).

En lo que se refiere a la estructura del AO y las DTXs, todos ellos son compuestos
polietéreos liposolubles. La Figura 3 muestra la estructura quimica de los analogos del
AO, la DTX-1 y la DTX-2. El OA est4 constituido por una cadena larga de anillos de
poliéter que contiene un grupo carboxilo acido y tres anillos espirocetales, uno de los
cuales une un anillo de 5 miembros con uno de 6 miembros y que difieren en el nimero

o la posicion de los grupos de metilo (Farabegoli et al., 2018; Suzuki & Quilliam, 2011).

Las toxinas pertenecientes a este grupo tienen la capacidad de inhibir las fosfatasas de
proteinas, asi como la motilidad intestinal y la secrecion de electrolitos, pudiendo causar
falta de control de la secrecion de sodio y la permeabilidad celular provocando
inflamacion del tracto intestinal (Suzuki & Quilliam, 2011). Se caracteriza por provocar
intoxicacion diarreica causando inflamacion del tracto intestinal y diarrea en los seres
humanos, ya que inhiben la fosfatasa. En las intoxicaciones agudas presenta sintomas de

diarrea, nduseas, vomitos y dolor abdominal (FAQO, 2005).

Los primeros casos registrados de DSP en Japén datan de los afios 1976 y 1977.
Posteriormente aparecen en Europa: Espaiia (en 1978), Francia (década de los 80), Suecia

(en 1984) y Portugal (en el 2000) (Tong et al., 2018).

o]
HO
W Q
H
OR,

OA R1 = CH3 R2=H R3=H

DTX-1 Rl =CH3 R2=CH3 R3=H
DTX-2 Rl=H R2=CH3 R3=H

Figura 3. Estructura quimica de AO y sus andlogos

(Imagen extraida de Lugo, 2012)
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Grupo de las pectenotoxinas (PTXs)

Las toxinas que forman parte de este grupo pertenecen a una familia de macrdlidos que
estan compuestos por macrolactonas con multiplos anillos poliéteres termoestables, con
estructuras que contienen un grupo espirocetal, tres oxalanos, un grupo biciclico acetal y

otro grupo hemicetal ciclico de seis miembros (Figura 4) (Farabegoli et al., 2018).

Me . .
% (o) Me
o . / . /’ o/|5
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a“r an R:CH$

Figura 4. Estructura quimica de la Pectenotoxina

(Imagen extraida de Lugo, 2012)

Las PTXs tienen la capacidad de provocar alteraciones en el citoesqueleto de la actina de

los hepatocitos en los animales y una actividad citotdxica hacia células cancerigenas

humanas (Suzuki & Quilliam, 2011).

Antiguamente las PTXs formaban parte del grupo de las DSP, debido a que poseen
caracteristicas tipicas del OA, sin embargo algunos estudios posteriores observaron que
posee mucha menos toxicidad por via oral y que no causa diarrea, por lo que se excluyeron

del grupo del AO (Suzuki & Quilliam, 2011).

Grupo de los azaspiracidos (AZAs)

El grupo AZA est4 constituido por toxinas producidas por dinoflagelados toxicos, los
Azadinium y Amphidoma (Vilarifio et al., 2018). Son productores de alto niveles de
analogos, azaspiracido-1, azaspiracido-2 y azaspiracido-3, estdn constituidos por una
amina ciclica, tres uniones entre anillos de tipo espiro y un grupo acido carboxilo, y
difieren en la posicion de los grupos metilo (Farabegoli et al., 2018). Difieren de los
demas grupos de toxinas por tener disposiciones Unicas, una amina ciclica en lugar de un

grupo imina ciclico, sin anillo carboxilico o de lactona (figura 5) (FAO, 2005).
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Su mecanismo de accion en los humanos atin no esta claro, aunque los ensayos in vivo en
ratones e in vitro en humanos evidencian que se produce la absorcion intestinal de estos
compuestos, detectandose en organos como bazo, rifion, pulmon, corazon, higado y
cerebro (Vilarinio et al., 2018). Los cuadros clinicos recuerdan a los de las toxinas
diarréicas porque presentan sintomas gastrointestinales como nauseas, vomitos, diarrea y

calambres en el estomago (Alfonso Méndez, 2008).

La gravedad de la intoxicacion de los analogos estéa directamente relacionada con las dosis
letales; azaspiracida-1 tiene una dosis letal de 200 ug/kg, mientras que los analogos de
azaspiracida-2 y 3 son mads toxicos, con dosis letales de 110 ug/kg y 140 ug/kg,

respectivamente (Dominguez et al., 2010).

Relatan que los primeros casos de intoxicacion por AZAs se produjeron en los Paises
Bajos en 1995 por mejillones de la especie Mytilus edulis (M.edulis) y se fue expandiendo
a otros paises. Actualmente, se han documentado intoxicaciones por AZAs en todo el

mundo (Blanco et al., 2017).

8- 14- 22- 24- 26= 30- 37- 39-
Me Me MCS:C,M.M.W

Mo
azaspiracid (AZA1,1): H H MeH : 41 42 43 45 46 47

azaspiracid-2 (AZA2,2): H H :41 4243 44 45 46 47 48
azaspiracid-3 (AZA3, 3) : H H 41 42 43 44 45 48
azaspiracid-4 (AZA4, 4): OH H 41 42 43 44 45 46
azaspiracid-5 (AZAS, §) : H OH 41 42 43 44 45 48

Figura 5. Estructura quimica de las azaspirdcidos y sus andlogos

(Imagen extraida de Lugo, 2012)

Grupo de las ciguatoxinas (CTXs)

Las CTXs son producidas por dinoflagelados del género Gambierdiscus spp., que habitan
en las aguas calidas de las regiones tropicales de todo el mundo, pero ultimamente estas

toxinas han aparecido en las costas europeas (Boente-Juncal et al., 2019).

Este grupo presenta varios analogos, que de acuerdo con su origen pueden ser clasificados

como ciguatoxinas del Caribe (C-CTX), ciguatoxinas del Pacifico (P-CTX) y
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ciguatoxinas del Indico (I-CTX) (Vilarifio et al., 2018). Presentan estructuras poliésteres
liposolubles ciclicas, formadas por 13-14 anillos unidos por enlaces éter, pueden
mantenerse estables en condiciones dcidas y bésicas y son muy resistentes al calor

(pueden sobrevivir a la coccion) (FAO, 2005).

Las CTXs tienen la capacidad de activar los canales de Na™ despolarizando la membrana
y causando cambios en los potenciales de accion, alterando el sistema nervioso (neuronas

y células musculares) y provocando sintomas neuroldgicas (Martinez, 2018).

Son responsables de las intoxicaciones tipo ciguatera por pescados, afectando al intestino
y causando sintomas gastrointestinales (como néauseas, vomitos, dolor abdominal y
diarrea), sintomas cardiovasculares (bradicardia e hipertension) y complicaciones
neuroldgicas cuando es ingerida por el hombre. Los sintomas ocurren dentro de un
periodo desde de unas pocas horas hasta dos semanas después de la exposicion (Visciano

etal., 2016).
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Figura 6. Estructura quimica de las ciguatoxinas

(Imagen extraida de Martinez, 2018)

Toxinas hidrofilicas

Las toxinas hidrofilicas mas importantes son el 4cido domoico (DA) y la tetrodotoxina

(TTX) (Garcia Mansilla, 2016).
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Acido domoico (DA)

El DA es una neurotoxina producida por algas rojas y especies de diatomeas, como es el
caso del Pseudo-nitzschia, C. armata, Digenea simplex y otras especies relacionadas,
encontradas en regiones polares, templadas y subtropicales, por lo que entornos costeros

de todo el mundo estan afectados por estas floraciones toxicas (Vilarifio et al., 2018).

Hay evidencias de que existen diferentes andlogos de DA, derivados de epimerizacién
por calentamiento, exposicion a la luz ultravioleta y almacenamiento a largo plazo y
ademads son estables al calor, es decir, la toxina no se elimina cuando el organismo que
los contiene es cocinado (Farabegoli et al., 2018). La ingestion de moluscos contiendo
esa toxina causa sintomas gastrointestinales (nduseas, vomitos, calambres abdominales y
diarrea), cardiovasculares (arritmias y presion arterial inestable) y neuroldgicos
(desorientacion, dolor de cabeza, alucinaciones, convulsiones, problemas de memoria y

coma) (Radad et al.,2018) .
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Figura 7. Estructura de DA

(Imagen extraida de Martinez, 2018)

Tetrodotoxina (TTX)

La TTX es una toxina natural que se encuentra en una gran variedad de especies marinas
y presenta una alta toxicidad a los humanos. Presenta alta solubilidad en agua y es estable
al calor, por lo que en este caso tampoco la coccion elimina su toxicidad (Bane et al.,

2014).

El mecanismo de accion actia bloqueando los canales de Na', evitando la propagacion
de impulsos en las células musculares y nerviosas (Vlamis et al., 2015), lo que puede
llevar a paralisis muscular, disfuncion del nervio craneal e incluso a la muerte debido a la

insuficiencia respiratoria (Farabegoli et al., 2018).
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Los sintomas de la intoxicacion estan asociadas a parestesia y entumecimiento oral,
paralisis motora temprana, descoordinacion, dificultad para hablar, afonia y pupilas
fijas/dilatadas, insuficiencia respiratoria grave e hipoxia, hipotension, bradicardia,
arritmias cardiacas y pérdida de la consciencia (Farabegoli et al., 2018; Vilarifio et al.,

2018).

Figura 8. Estructura de la TTX

(Imagen extraida de Martinez, 2018)

3- METODOLOGIAS ANALITICAS PARA LA DETERMINACION DE
BIOTOXINAS EN ORGANISMOS MARINOS

Es evidente que es necesario disponer de un conjunto de métodos, que pueden ser métodos
bioldgicos, quimicos, inmunoldgicos, instrumentales y funcionales, que permitan
determinar si los productos marinos cumplen con la legislacion y son adecuados para el
consumo humano (Alfonso Méndez, 2008). Asi, se han realizados trabajos a nivel de
laboratorio y directamente en campo en donde se han analizado las diferentes biotoxinas
presentes en organismos marinos (Lanyun Fang, et al., 2015; Li Fang et al., 2019;

Villarroel, 2004).

Debido a que unas toxinas se encuentran en bajas concentraciones, hay métodos que no
son viables para su deteccién, lo que torna una gran preocupacion debido a sus efectos

adversos a largo plazo sobre el medio ambiente y la salud humana.

Actualmente ya existen legislaciones oficiales sobre los limites detectables de biotoxinas
en los alimentos y que establecen normas generales para los técnicos de empresas
alimentarias sobre higiene de los productos alimenticios a fin de realizar controles por

parte de las autoridades competentes y verificar el cumplimiento de la legislacion vigente.
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La Unién Europea (UE) establece como cantidades maximas permitidas de algunas
biotoxinas marinas, tanto en el cuerpo entero del molusco vivo o en cualquier parte
consumible del producto por separado, los siguientes valores: 800 pg PSP/kg, 20 mg
DA/kg, 160 ng OAeq (OA, DTXs y PTXs) /kg, 1 mg YTX eq/kg o 160 ng AZAeq/kg
(Reglamento (CE) 853/2004 de 29 de abril).

Posteriormente, el Reglamento (CE) 2074/2005 estableci6 medidas utiles para la
aplicacion de la legislacion anterior, fijando los métodos de andlisis bioldgicos para PSP,
métodos cromatograficos para las ASP y los bioensayos de raton para las toxinas
lipofilicas. En el afio 2011, la UE establecid para las toxinas lipofilicas el anélisis a través
de cromatografia liquida de alta resolucién con deteccion de masas en tandem (HPLC-
MS) en los controles oficiales de cualquier etapa en la produccion de productos derivados
del mar y para los autocontroles de los operadores en las empresas de alimentos (EU N.°

15/2011).

Ademas de tener en cuenta la sustancia a analizar, para la elecciéon de los métodos a
utilizar hay que tener en cuenta el objetivo del estudio. Para la cuantificacion y
diferenciacion de toxinas se utilizan los métodos quimicos, mientras que para el control

y monitoreo de la toxicidad se recurre a métodos de ensayo (Suarez-Gomez, 2003).

Entre los métodos de ensayo mas tradicionales se encuentran los bioensayos in vivo con
ratones y ratas, los ensayos in vitro de inhibicién enzimatica, celulares, de receptores, los
inmunoensayos y los ensayos electrofisiologicos. Los mas utilizados son los modelos
animales como las ratas y/o ratones, conocido como Bioensayo de raton (MBA), que es

considerado el método oficial (Visciano et al., 2016).

A continuacion, se describen los métodos de analisis mas comunmente empleados para

la determinacion de biotoxinas en productos de consumo de origen marino.

Bioensayo de raton

Se basa en obtener extractos de bivalvos contaminados que, seguidamente, se inyectan en
ratones estandarizados para ver coOmo se comportan, si muere o sobrevive, en un
determinado periodo de tiempo (Sudrez-Goémez, 2003). Primeramente, se hace la
preparacion de un extracto lipofilico o hidrofilico de acuerdo con la toxina que se desea

detectar, tanto del molusco contaminado o de la muestra de dinoflagelado. Con el medio
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apropiado se diluye el extracto y se inyecta intraperitonealmente en ratones con 20 g
aproximado. A partir de ahi, se puede observar los sintomas que aparecen con el tiempo

(Alfonso Méndez, 2008).

Ese método presenta algunas limitaciones debido a restricciones éticas e insuficiente
especificidad y sensibilidad; no es capaz de detectar concentraciones de toxinas en
algunos grupos de ellas (OA, AZA y PTX) debajo de sus actuales valores limite
reglamentarios de la UE, lo que puede llevar a resultados falso-negativos (Alexander et
al., 2009). Sin embargo, es una técnica empleada para los programas de monitorizacion

que garantiza la seguridad alimentaria y proteccion de la salud de los consumidores.

Para las toxinas del grupo DSP, los métodos de ensayos pueden ser utilizados para inducir
la diarrea a los animales alimentandolos con una dieta mezclada con tejido de molusco
para ver si aparecen sintomas. Basicamente, se basa en administrar extracto de tejidos de
moluscos intragastricamente en ratones recién nacidos, con cuatro o cinco dias y con el
pasar de cuatro horas se mide el grado de acumulacion de fluidos en el trato
gastrointestinal y de acuerdo con la cantidad se puede considerar positivo caso este es

elevado (Alfonso Méndez, 2008).

Ensayos inmunologicos

Se basan en la deteccion de reacciones mediante el uso de anticuerpos (G-V, Elizabeth,
2004). Se trata de procesos algo complejos, ya que las toxinas son moléculas pequenas
que no presentan capacidad antigénica lo que se deben unirse a moléculas mas grandes
antes de ser administradas, ademas hay que necesitar gran cantidad de toxinas puras para

conseguir anticuerpos (Alfonso Méndez, 2008).

La técnica mds utilizada son los enzimoinmunoensayos, la ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) que se basa en detectar la reaccion de un producto coloreado o
fluorescente cuando una toxina se liga a un anticuerpo (Sudrez-Goémez, 2003). Es capaz
de detectar el DA y sus isdmeros en el limite actual establecido por la UE y también en
niveles mas bajos, por ejemplo, 4,5 mg DA/kg en carne de mariscos (Alexander et al.,
2009). Es un método seguro, por su sencillez, sensibilidad, rapidez y capacidad de
cuantificacion, pero presenta como inconveniente el hecho de que algunos anticuerpos no

detectan todas las toxinas del mismo grupo (Alfonso Méndez, 2008).
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Ensayos fisico-quimicos

A su vez, los métodos fisico-quimicos hacen una separacion, identificacion y luego una
cuantificacion individual de las toxinas. Dentro de ellos, se incluyen los métodos
quimicos basados en la separacion cromatografica de las toxinas (Alfonso Méndez, 2008)
y su deteccion colorimétrica, fluorimétrica o por espectrometria de masas en tdndem

(MS/MS), asi como por electroforesis capilar (Visciano et al., 2016).

Existe un método oficial de la UE (método Lawrence) para analizar las toxinas STX y
DA empleando cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con deteccién por
fluorescencia, en el que la toxina STX puede cuantificarse en concentraciones entre 10 y

80 pg de equivalentes STX / kg para anédlogos individuales (FAO, 2005).

La implementacion de técnicas analiticas de alta resolucion como HPLC-MS/MS fue de
gran importancia para mejorar el conocimiento sobre la produccion de biotoxinas, ya que
permiten realizar la elucidacion estructural de las sustancias, proporcionando una alta
especificidad en la deteccion, ademds de permitir cuantificarlas a muy bajas

concentraciones (Suarez-Goémez, 2003).

Normalmente este tipo de métodos requiere de un paso previo de extraccion o preparacion
de la muestra en la que se pretende determinar las biotoxinas. Por ejemplo, en un estudio
llevado a cabo en mariscos de Chile se investig6 la presencia de toxina amnésica, STX,
neosaxitoxina, gonyautoxinas, AO y dinophysis toxina-1, empleando HPLC después de
la aplicacion de diferentes procedimientos de extraccion dependiendo de la toxina a
analizar. Por ejemplo, para la toxina paralizante se realizé una extraccion en medio acido
y purificacion a través de cartuchos de extraccion en fase solida tipo Sep-pak C18. Para
detectar AO y DTXs se empled una extraccion metandlica de la toxina presente en la
hepatopancreas del molusco. Posteriormente, los extractos se analizaron con un detector
de diodo-array o de fluorescencia mediante derivatizacion post columna (Villarroel,

2004).

Ensayos funcionales

Los métodos funcionales se basan en la uniéon de las toxinas y algiin componente que
reconoce la estructura de la molécula desencadenando reacciones que ofrecen

informacion acerca de la cantidad de toxina en la muestra (Cafiete Ortiz, E, 2012). Para
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este método, es de gran importancia conocer el mecanismo de accion de las toxinas. Son
conocidos dos grupos de métodos: los ensayos de citotoxicidad con varias lineas celulares
que permiten evaluar diferentes efectos toxicos y los ensayos que utilizan las dianas
celulares de las biotoxinas aisladas que permiten evaluar un efecto téoxico concreto
(Alfonso Méndez, 2008; Canete Ortiz, E, 2012). Destacan los ensayos de citotoxicidad
que permite la deteccion y muchas veces la cuantificaciéon de una respuesta toxica de

células de cultivo con sospecha de presentar biotoxinas.

En nuestra region de estudio se han llevado a cabo multiples estudios sobre la deteccion
de biotoxinas marinas, concretamente de ciguatoxinas (Boada et al., 2010; Estevez et al.,
2019; Pérez-Arellano et al., 2005). Como se detallara en el siguiente apartado, la
bibliografia consultada muestra que la presencia estas toxinas suele ser confirmadas
usando el kit de test de ciguatera, mientras que su confirmacion estructural se realiza por
cromatografia liquida-masa espectrometria (LC-MS/MS). Para la evaluacion de
toxicidad, generalmente, se emplea el ensayo de citotoxicidad especifica del canal de
sodio. Sin embargo, Estévez y colaboradores consideran que el ensayo de células de
neuroblastoma también es una herramienta util para la determinacioén de la toxicidad

(Estevez et al., 2019).

4- EVENTOS PRODUCIDOS EN LA MACARONESIA

Las primeras descripciones de eventos de biotoxinas marinas en la Macaronesia,
concretamente en Canarias, datan de finales del siglo XVIII (Pérez-Arellano et al.,
2005b). Como se describe a continuacion, la mayoria de los eventos ocurridos en el area

estudiada estan referidos a ciguatoxinas.

Los primeros peces contaminados por toxinas (ciguatoxinas) que fueron capturados en
las Islas Canarias datan de 2004. A mediados de 2008, se capturaron también en las Islas
Salvajes del archipi¢lago de Madeira, y a finales de 2008 aparecieron nuevamente en
peces capturados en las Islas Canarias. A partir de ahi se establecieron limites de captura

para ciertas especies de peces (Vale, 2011).

En la Macaronesia, se han registrado un total de 21 brotes de ciguatera, la mayoria en
Canarias (18 brotes) y, en menor medida, en Madeira (3 brotes). Todos ellos han sido

descritos en la literatura entre 2004 y 2018 (Sistema de Vigilancia Epidemiologica de

23



Intoxicacion por Ciguatoxinas de Canarias) y han afectado a 154 personas, la mayoria de

ellas después de consumir medregal, un gran pescado de alimentacion carnivora.

A continuacion, la Tabla 3 describe las caracteristicas principales de los brotes de
intoxicacion por peces con ciguatera en la Macaronesia, donde se incluye informacion de
los brotes referentes al afio, mes, archipié¢lago e isla de ocurrencia, numero de casos,

pescado asociado, peso del pescado y forma de adquisicion.

Las informaciones estan organizadas de acuerdo con los archipiélagos que presentan mas
casos de eventos producidos, empezando por las islas Canarias y siguiendo con Madeira.
Hasta la fecha, no existen registros disponibles de eventos ocurridos en Azores y Cabo

Verde.

Los datos fueron extraidos por el Sistema de Vigilancia Epidemiologica de Intoxicacion

por Ciguatoxinas de Canarias (SVEICC).

El primer brote documentado de intoxicacion por ciguatera ocurrid en 2004 en las islas
de Tenerife y La Gomera, con un total de 5 personas afectadas, vinculado al pez Seriola

rivoliana capturado en la costa de dichas islas.

El segundo brote de ciguatera ocurrié en noviembre del 2008 en la isla de Tenerife, donde
se registraron 25 personas infectadas por un gran medregal (Seriola fasciata) de 37 kg,

que fue obtenido de un mercado local.

Tabla 2. Caracteristicas principales de los brotes de CFP en Macaronesia

Brote Aifo N°de Pescado Peso del Forma de
casos asociado pescado adquisicion
| 2004 Enero Canarias  Tenerife y 5 Seriola 26 kg Pesca
Gomera rivoliana recreativa
2008 Noviembre Canarias Tenerife 25 Seriola fasciata 37 kg Mercado local
3 2009 Enero Canarias  Tenerife 4 Seriola 67 kg Pesca
dumerilli recreativa
Septiembre  Canarias Gran Canaria 3 Seriola spp - Desconocido
200 Noviembre  Canarias Tenerife 3 Seriola spp 1,5 kg Pesca
recreativa
Abril Canarias  Tenerife 4 Seriola spp 80 kg
2011 Junio Canarias  Gran Canaria 5 Seriola 24 kg Pesca
rivoliana recreativa
7 Enero Canarias Lanzarote 10 Seriola spp <15 kg Pesca
2012 recreativa
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2013

2015

ek
£~

2016

2017

—

2018

2007

2008

2009

Abril
Mayo
Diciembre
Diciembre
Febrero
Marzo
Abril
Noviembre
Diciembre

Diciembre

Abril

Septiembre
Agosto
Julio

Mayo

Canarias

Canarias

Canarias

Canarias

Canarias

Canarias

Canarias

Canarias

Canarias

Canarias

Canarias

Canarias

Madeira

Madeira

Madeira

Lanzarote
Tenerife
Tenerife
Lanzarote
Tenerife
Lanzarote
Tenerife
Tenerife
Tenerife
La Palma

Gran Canaria

Tenerife
Islas Salvajes
Islas Salvajes

Islas Salvajes

9

4

11

Seriola spp
Seriola spp
Epinephelus spp
Epinephelus spp

Mycteroperca
fusca

Pomatomus
saltatrix

Mycteroperca
fusca

Epinephelus spp
Seriola spp
Pagrus pagrus

Mycteroperca
fusca
Epinephelus spp
Canthidermis

sufflamen

Seriola sp y
otros

Seriola dumerili

Seriola
rivoliana

26 kg

18 kg

>29 kg

30 kg

71 kg

Pesca
recreativa

Mercado local

Pesca
recreativa

Pesca
recreativa

Pesca
recreativa

Pesca
recreativa

Pesca
recreativa

Pesca
recreativa

Pesca
recreativa

Pesca
recreativa

Pesca
recreativa

Pesca
recreativa

Pesca
recreativa

Pesca
recreativa

Pesca
recreativa

El afo siguiente, en 2009, se detecto otro brote también por el consumo de medregal, pero

esta vez procedente de pesca recreativa en las islas de Tenerife y Gran Canaria, con 4

individuos afectados.

En 2010 un total de 6 personas se vieron infectadas en la isla de Tenerife, con por un

ejemplar de 80 kg de Seriola sp.

En el transcurso del afio 2011 se registrd también un brote en Gran Canaria siendo 5 los

afectados tras la ingesta de un medregal de 24 kg.
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El pico maximo de intoxicaciones se alcanza en 2012, con un total de 35 personas
afectadas en cuatro brotes distintos. Uno de ellos se declar6 en Lanzarote como
consecuencia de la ingestion de medregal con origen en la pesca deportiva. Otro brote
ocurre en Tenerife donde la especie de pescado responsable se repite, pero se desconoce

el origen de su captura.

En siguiente brote ocurri6 en diciembre de 2013 en la isla de Lanzarote por la ingestion
de un mero (Epinephelus spp) de més de 29 kg que se encontraba en un puesto de venta

en una pescaderia de San Bartolomé, siendo afectadas 16 personas.

En 2014 no se registraron registros de ciguatera, pero en el transcurso del afio 2015 se
citan tres casos, uno en Lanzarote en marzo, con dos afectados y dos en Tenerife con 6

afectados en febrero y abril.

En 2016 produjo otro brote en diciembre en la isla de Tenerife por el consumo de un

medregal (seriola spp) de 12 kg que intoxico un total de 5 personas.

En el afio 2017 hubo dos brotes, uno en La Palma debido la ingesta de Pagrus pagrus y
otra en Gran Canaria por Mycteroperca fusca y Epinephelus spp, ambas afectando a dos

personas.

El ultimo brote registrado data de 2018, el cual que se produjo en septiembre en la isla de
Tenerife tras la ingesta de un gallo romano (Canthidermis sufflamen) de 3,2 kg pescado

en modalidad deportiva.

En resumen, en el archipié¢lago de Canarias se han referenciado 18 brotes con un total de
131 personas afectadas, distribuidas en cinco islas en un corto periodo de tiempo. Entre
las especies causantes de la intoxicacion aparecen los medregales (Seriola sp) con mas
frecuencia, ademas de Mycteroperca fusca, Epinephelus spp y Canthidermis sufflamen.
No se ha encontrado informaciones sobre los métodos usados para la determinacion de
ciguatoxinas en Canarias, lo que hace necesario una base de datos donde se registre no

solo los brotes sino los métodos empleados para su deteccidon y confirmacion.

En el archipi¢lago de Madeira, el primer brote sospechoso de ciguatera ocurrid en el afio
2007, cuando algunos vigilantes del Parque Natural de Madeira y tripulantes de una
embarcacion de pesca empezaron a tener sintomas gastrointestinales y neurologicas

después de la ingestion del pez medregal durante su servicio en las Islas Salvajes. Para
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confirmarlo, se realizaron encuestas y se aplico el kit para test de ciguatera al total de las

6 personas que presentaron sintomas.

Fue también confirmado positivamente que el pescado estaba contaminado por
ciguatoxinas en 2008 cuando las 11 personas de la tripulacion del barco pesquero Pepe
Contreras presentaron los mismos sintomas referidos anteriormente. En este caso se
consumieron pez loro (Sparissoma cretense), peine de cola negra (Serranus atricauda),
pez cerdo barrado (Bodianus scrofa), pez gatito gris (Balistes capriscus) y porgy rojo

(Pagrus pagrus).

En 2009, también hubo un brote causante por un ejemplar de charuteiro (Seriola dumerili)
con un peso total de 71 kg capturado en las Islas Salvajes, que fue confirmado como

positivo por inmunoensayo realizado con el kit test de ciguatera.

Figura 9. Numero de brotes de CFP en Canarias entre 2004 y 2018

De todo lo expuesto, se ha detectado que solo hay reportes de ciguatera en la Macaronesia,
principalmente, en las islas Canarias. Eso puede estar relacionado con el calentamiento
climatico de las aguas superficiales y la intensa actividad antropica, desde la

contaminacion, sobrepesca, en costas y mares (Montesdeoca Santana D, 2015).
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Para controlar el efecto de estos brotes, hay una necesidad de monitorear otras biotoxinas,
entender mejor su comportamiento y sus efectos al hombre y al medio ambiente y los

métodos para su deteccion, para eso hace falta futuros estudios en la Macaronesia.

La mayor incidencia se produce claramente por la pesca recreativa, como vimos en la
tabla 2. Se debe a que muchos pescadores recreativos no pasan las capturas por los
establecimientos de primera venta de pescado, que es donde se lleva a cabo el analisis. El
hecho de que tengan que pagar el andlisis y el miedo a incumplir las normativas en cuanto

a capturas parece estar detrds de este comportamiento.

5- CONCLUSIONES

Las biotoxinas son un problema de salud publica en todo el mundo debido a sus efectos
adversos sobre la salud humana y el medio ambiente. Los problemas causados por las
biotoxinas requieren que se profundice en su estudio para minimizar sus efectos. Por
tanto, es necesario disponer de metodologias y sistemas de control para la proteccion del
consumidor de productos de origen marino. Ademads, es de gran importancia saber con
exactitud como se comportan estas biotoxinas para valorar la eleccion del método para su

deteccion.

En este Trabajo Fin de Master se ha realizado una revision bibliografica de las biotoxinas
marinas mas importantes y sus efectos, asi como de las metodologias analiticas empleadas
para la confirmacion de su presencia en la Macaronesia. Con el primer caso de ciguatera
reportado, se comenzo a estudiar su presencia en las Islas Canarias. La ciguatera es un
envenenamiento propio de las zonas tropicales causada por la ingestion de pescado
portador de toxinas producidas por dinoflagelados del género Gambierdiscus toxicus, y
la mayoria de los casos reportados en la Macaronesia se han dado en las Islas Canarias.
Las metodologias mas utilizadas para su determinacion fueron los kits test de ciguatera y
la LC-MS/MS, considerandose los métodos mas fiables. Todavia se hace necesario una
base de datos donde se registre los métodos empleados para la determinacion de

ciguatoxinas.

No se han encontrado datos de eventos de biotoxinas en los archipié¢lagos de Azores y
Cabo Verde. Una de las razones de esta falta de informacion puede estar relacionada con

la necesidad de implementacion de instrumentos como la LC-MS/MS y la falta de
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disponibilidad comercial de materiales de referencia, asi como personal con experiencia
en el area. Por tanto, existe la necesidad de seguir trabajando en la identificacion de

eventos de biotoxinas en Cabo Verde y Azores.

Ademas, para la minimizacion de los brotes provocadas por las biotoxinas marinas en la
Macaronesia es de gran importancia que las administraciones adopten las medidas que
sean pertinentes para un control mas rigido de los casos, ademas de campafas educativas
e informativas para la prevencion de los riesgos, principalmente dirigidas a los pescadores
recreativos, con la intencidn de evitar riesgos futuros derivados del consumo de productos

de origen marino.
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. Descripcion detalhada de las actividades desarrolladas durante la realizacion

del TFT

Durante el desarrollo del TFM, primeiramente hice una pesquiza bibliografica

acerca del tema para tener informaciones y saber como organizarlas de forma adequada.
. Formacion recebida (cursos, programas informaticos, etc.)

No recebi ninguna formacion durante este tiempo, mas tuve la oportunidad de
receber informaciones, conhecimientos, por parte de mis tutoras. Tuvemos una buena

relacion, siempre estuvieron presentes para criticas, sugestiones.

. Nivel de integracion e implicacion dentro del departamento y relaciones con
el personal
El trabajo fue realizado telematicamente, pero hube un alto nivel de integracion
con los tutores.
. Aspectos positivos y negativos mas significativos relacionados con el

desarrollo del TFT

El trabajo fue realizado telematicamente, debido a la pandemia, y por eso no fue
possivel hacer un trabajo pratico laboratorial, lo que considero un punto negativo, ja que

me gustaria mucho hacer un trabajo laboratorial.
. Valoracion personal del aprendizaje conseguido a lo largo del TFT

A lo largo del TFT Pero tuve la oportunidad de enriquecer mis conocimientos sobre
las biotoxinas y con eso me despertd un gran interese en estudiar las biotoxinas marinas,
principalmente em Cabo verde, ja que no hay estudios relacionados con eso. Asi que
futuramente pretendo seguir esa linha de pesquiza cientifica de las biotoxinas marinas, y

con eso dar mi contributo para el controle de los mismos.
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